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RESUMO - Bactérias acido laticas (BAL) ocorrem naturalmente em alimentos
fermentados como o queijo de Coalho e suas bacteriocinas podem ser aceitas
como aditivos alimentares pelas autoridades de salde e pelos consumidores.
Assim, a busca por bacteriocinas de BAL consideradas seguras é importante. O
objetivo deste estudo foi avaliar o antagonismo de 30 BAL isoladas de queijos de
Coalho artesanais do Estado de Pernambuco. A atividade antagonista foi realizada
com as cepas indicadoras Enterococcus faecalis, Listeria innocua e Bacillus
cereus. Dentre as BAL testadas, 36,66%; 46,66% e 10% apresentaram atividade
antagonista frente a trés, duas e uma cepa indicadora, respectivamente. Entre as
BAL que apresentaram atividade antagonista neste trabalho, 40% inibiram o
crescimento de Listeria innocua, 89% foram eficientes para Enterococcus faecalis
e 100% inibiram o crescimento do Bacillus cereus. Neste trabalho encontramos
BAL produtoras de bacteriocinas que poderdo ser aplicadas na preservacdo de
alimentos, reduzindo o uso de conservantes quimicos, resultando em produtos
naturalmente preservados e ricos em propriedades organolépticas e nutricionais.

1. INTRODUCAO

O queijo de Coalho é um alimento tipico brasileiro que € produzido com leite cru ou
pasteurizado na Regido Nordeste ha mais de 150 anos. Este produto possui um elevado valor
comercial, tecnologia de fabricacdo simples, alto rendimento e boa aceitacdo pelos
consumidores. E um queijo classificado como de alta umidade, obtido ap6s a coagulacio do
leite com a quimosina, as vezes complementado com bactérias acido laticas (BAL)

Area tematica: Engenharia e Tecnologia de Alimentos



OBEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

selecionadas e comumente vendido até o sétimo dia de armazenamento a 10°C (Queiroga et
al., 2013).

A microbiota natural dos produtos lacteos desempenha funcgdes importantes no
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais € na manutencdo da saude do homem. A
elevada capacidade das BAL em transformar substratos por vias metabolicas especificas,
inicialmente usadas como incremento na fermentacdo de alimentos, também utilizada na
producdo industrial de biopolimeros, enzimas, etanol e &cido lactico. Essa microbiota tem
sido amplamente estudada, quer seja pela busca por culturas laticas adequadas para a
fabricacdo de determinado produto, quer seja por propriedades especificas como atividade
probidtica ou a producdo de bacteriocinas (Randazzo et al., 2009).

Bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas antimicrobianas sintetizadas nos ribossomos
das células bacterianas e liberadas no meio extracelular que apresentam acéo bactericida ou
bacteriostatica sobre microrganismos taxonomicamente relacionados. Além disso, nédo
promovem alteracdo na qualidade sensorial do produto, observando-se o crescente interesse
da industria de alimentos sobre o potencial de utilizacdo destes compostos em substituicdo aos
conservantes quimicos (Oliveira et al., 2012).

Pesquisas com bacteriocinas de bactérias laticas tém-se expandido nos ultimos anos.
Suas propriedades antagonistas sobre outros microrganismos aliadas a histéria de seu uso em
produtos fermentados tradicionais, as tornam muito atrativas para serem utilizadas como
bioconservantes. Como as bactérias laticas ocorrem naturalmente em muitos alimentos
fermentados, suas bacteriocinas podem ser mais facilmente aceitas como aditivos alimentares
pelas autoridades de salde e pelos consumidores. Uma vez que a adi¢do de antibiéticos ndo é
permitida em alimentos, as bacteriocinas tornam-se um interessante grupo de biomoléculas
com propriedades microbianas que surgem como uma boa alternativa. O interesse por esses
compostos tem estimulado o isolamento e a caracterizacdo de peptideos antimicrobianos
produzidos por bactérias laticas (Oliveira et al., 2012).

A busca por bacteriocinas de BAL consideradas seguras € importante. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o antagonismo de 30 BAL dos géneros Lactobacillus,
Enterococcus e Streptococcus isolados de queijos de Coalho artesanais do Estado de
Pernambuco-BR.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

A pesquisa foi realizada no laboratorio de Tecnologia Agroindustrial localizado no
Centro de Apoio a Pesquisa (CENAPESQ) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE).
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Aproximadamente 200 amostras fazem parte do acervo de bactérias acido laticas
pertencente ao nosso laboratorio. Todas elas foram isoladas de queijos de Coalho artesanais
produzidos na Regido Agreste e 30 foram escolhidas de forma aleatdria.

Os géneros das BAL foram previamente identificados, as bactérias que apresentaram
morfologia de cocos (Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Enterococcus), foram
submetidas aos testes de crescimento em caldo APT (Himedia, india) nas seguintes
condigdes: temperatura de 10 e 45°C, pH de 4,4, e 9,6; teor de NaCl 6,5%; e producéo de
CO, a partir da glicose (Harrigan, 1998). Para uma confirmacéo do género Streptococcus, foi
realizado um teste adicional com crescimento a 60°C. As BAL em formato de bastéo
(Lactobacillus) foram submetidas aos testes de crescimento em caldo APT (Himedia, india) a
temperaturas de 10 e 45°C, incubadas respectivamente por 5 e 2 dias, testes de crescimento a
pH de 4,4, e 9,6 e producdo de CO, (Cogan et al., 1997).

2.2. Reativacgdo das bactérias acido-lacticas

As culturas selecionadas foram descongeladas a temperatura ambiente e reativadas
duas vezes em meio LDR (leite desnatado reconstituido) a 12%, e incubadas de acordo com a
temperatura de isolamento a 30°C ou 37°C por 48 horas.

2.3. Antagonismo in vitro contra cepas patogénicas

O efeito antagonico foi realizado de acordo com Tagg et al. (1976), com a utilizacdo
do caldo MRS (Himedia, india) para o cultivo das bactérias acido laticas e incubagéo a 30°C e
37°C, por 24 horas. As cepas de patdgenos de referéncia utilizadas como reveladoras
Enterococcus faecalis (ATCC 6057), Listeria innocua (ATCC 33090), Bacillus cereus
(ATCC 33018), foram crescidas em caldo BHI (Himedia, india) a 37°C, durante 24 horas, em
aerobiose.

Apos o crescimento das BAL 5 pL de cada cultivo foram colocados sobre um disco de
papel disposto na superficie de uma placa de Petri contendo Agar MRS e incubados sob
aerobiose a 37°C e 30°C durante 24 horas em duplicata. Apds 18-24h foram colocados 10 mL
de Agar BHI contendo as cepas reveladoras na concentracio de 10° UFC/mL de acordo com a
escala de MacFarland, foram incubadas a 37°C durante 24 horas, em aerobiose. A simples
presenca de um halo de inibicdo, independente do diametro, é indicativa do antagonismo.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Antagonismo in vitro contra cepas patogénicas
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Dentre as bactérias que mostraram atividade, 11 BAL (36,66%) exibiram atividade
antagonista frente as trés bactérias indicadoras testadas (Enterococcus faecalis, Bacillus
cereus, Listeria innocua); 3 cepas (10%) inibiram pelo menos uma bactéria indicadora; 14
BAL (46,66%) apresentaram atividade inibitéria contra duas das bactérias indicadoras e 2
cepas (6,66%) dos géneros Enterococcus e Lactobacilus ndo apresentaram antagonismo em
relacdo a nenhuma cepa patogénica. Estes resultados estdo expressos na Figura 1.
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Figura 1 - Resultado da avaliagdo antagonista de bactérias acido-laticas isoladas de queijos de
Coalho artesanais produzidos na regido Agreste de Pernambuco.

Todas as BAL testadas com atividade antagonista (2 Lactobacillus, 20 Enterococcus e

6 Streptococcus) inibiram o crescimento de Bacillus cereus, destas 24 inibiram o crescimento
de Enterococcus faecalis e 12 inibiram o crescimentos da Listeria innocua (Figura 2).
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Figura 2 - Relacdo da atividade antagonista dos géneros de BAL com as cepas indicadoras.
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Resultados semelhantes aos deste trabalho foram encontrados por outros autores que
também demonstraram atividade antagonista de bactérias acido laticas isoladas de queijo
artesanal frente a patdgenos. Coventry et al. (1997) observaram que 25% das cepas isoladas
de produtos lacteos foram capazes de inibir o crescimento de Listeria sp., esses valores foram
inferiores aos resultados apresentados neste trabalho, nos quais aproximadamente 40% das
BAL apresentaram antagonismo contra a L. innocua.

No presente trabalho 100% e 89% das BAL que mostraram atividade antagonista
frente a B. cereus e E. faecalis, respectivamente. A inibi¢cdo do crescimento de E. faecalis e B.
cereus por bactérias do queijo de Coalho é importante na inocuidade do produto, uma vez que
podem produzir toxina termoestavel e ap0s a ingestdo provocar sintomas como vémito e
dores abdominais (Jawetz et al., 1991).

A atividade antimicrobiana direta produzida pela microbiota estudada nesta pesquisa
pode ser devida a vérios fatores como, por exemplo, a producdo de &cidos organicos,
perdxido de hidrogénio, diacetil, didxido de carbono, acetaldeido e bacteriocinas (Franco et
al., 2006; Fernandes et al., 2008). Também, tem influéncia o fato de as estirpes de bactérias
laticas e o microrganismo indicador patogénico se desenvolverem ao mesmo tempo (Figura
3), proporcionando a inibicdo por competicdo pelos nutrientes presentes no meio.

Figura 3 - Inibicdo de Bacillus cereus ATCC 33018 por uma cepa de Enterococcus sp.

A atividade antimicrobiana por bacteriocinas, em geral, séo uma das op¢Ges em um
mosaico de possiveis mecanismos para controlar bactérias patogénicas e deteriorantes em
alimentos. Porém é importante lembrar que as substancias antimicrobianas dificilmente
poderdo substituir as boas préaticas de fabricacdo fundamentais para producdo de alimentos
Seguros.

4. CONCLUSOES
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Neste trabalho encontramos BAL produtoras de bacteriocinas que poderdo ser
aplicadas na preservacdo de alimentos, ajudando na redugdo de conservantes quimicos,
resultando em produtos naturalmente preservados e ricos em propriedades organolépticas e
nutricionais. Essas observacdes indicam interessante perspectiva tecnoldgica de utilizacdo
dessas culturas de BAL para o controle de patdgenos, principalmente em queijos artesanais.
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